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RESUMO

O presente estudo visou identificar o potencial toxigénico das cepas de Aspergillus flavus e Fusarium
verticillioides, isoladas de 57 amostras de gréos de milho e 90 amostras de solo em diferentes estégios
de maturidade nas regi6es de Capéo Bonito/SP e Ribeirdo Preto/SP, em rel agdo a producéo de aflatoxinas
efumonisinas, respectivamente. A anélise do potencial toxigénico de A. flavus, revelou a producéo de
aflatoxinas por 13 cepas (92,9%), em concentragdo de 10,5 a482,6ug/kg paraaflatoxinaB, ede2,9 a
132,5 ng/kg paraaflatoxinaB,. Quanto ao potencial toxigénico das 27 cepasdeF. verticillioides, 100%
produziram fumonisinas em concentragdes que variaram de 0,1 a4833,1 ug/g parafumonisinaB, ede
0,05 a 321,0 ug/g para fumonisina B... A concomitante ocorréncia de A. flavus e F. verticillioides e
producdo de aflatoxinas e fumonisinas, respectivamente, pelos mesmos, nos campos de plantio de
milho, indicam a importancia de um controle efetivo no cultivo durante os diferentes estédios de

maturidade da planta.
Palavras-Chave. aflatoxinas, fumonisinas, gréos de milho, solo e potencial toxigénico.

ABSTRACT

The present study aimed to identify the toxigenic potential of Aspergillus flavus and Fusarium
verticillioides strains isolated from 57 samples of corn kernels, and 90 samples of soil at different
maturity stagesfrom regions of Cap&o Bonito and Ribeir&o Preto, with regardsto production of aflatoxins
and fumonisins, respectively. The toxigenic potential analysis of 14 A. flavus strains revealed the
presence of aflatoxinsin 13 strains (92.9%) in concentration ranging from 10.47 to 482.58 ug/kg for
aflatoxin B, and from 2.9to 132.5 ug/kg for aflatoxin B,. With reference to toxigenic potential of F.
verticillioides strains, 27 (100%) produced fumonisins in concentration of 0.10 to 4,833 ug/g of
fumonisin B, , and 0.05 to 321 ug/g of fumonisin B,. The concomitant occurrence of A. flavus and F.
verticillioides in corn field indicates the importance of an effective control of cultivation throughout

the plant maturation stages.
Key Words. aflatoxins, fumonisins, corn grains, soil and toxigenic potential.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é considerado um dos mais
importantes cereais cultivados no Brasil. Sua utilizagdo na
alimentagdo humana e anima é conhecida mesmo antes da
chegadados col onizadores ao pais, onde o milho jaeracultivado
e utilizado pelos indigenas. Atualmente, o Brasil é o terceiro
maior produtor mundial de milho, logo apés a China,
contribuindo com 5,5% do total da producéo®.

Em termos de producdo, a qualidade do milho depende
muito de sua variedade e praticas culturais. Todos os gréos e
cereais sao expostos, tanto no campo quanto no
armazenamento, aacdo defatoresfisicos, quimicosebiol 6gicos,
gue interagem entre si favorecendo os processos de
deterioracéo.

A contaminagdo do milho com aflatoxinas e fumonisinas
antes da colheita € um problema sério em vérios paises.
Compreender o processo de contaminagdo do milho por
Aspergillus flavus e Fusarium verticillioides e os fatores que
influenciam a producéo de aflatoxinas e fumonisinas,
respectivamente, é essencial para que estratégias de controle
possam ser criadas.

As aflatoxinas estdo entre 0os mais importantes
carcinégenos conhecidos, sendo classificadas na Classe 1 dos
carcinodgenos humanos pela* International Agency for Research
on Cancer” —1ARC2

Produzidas, principalmente, por cepasdeA. flavus e A.
parasiticus, aparecem contaminando vérios tipos de gréos e
racdes, sendo que o milho € o produto mais citado em literatura,
depois do amendoim. Consequentemente, altos niveis de
aflatoxinas tém sido detectados em quase todas as areas
produtoras do mundo.

As fumonisinas foram primeiramente isoladas de
culturas de F. verticillioides Sheldon, porém, outras espécies
de Fusarium tém sido demonstradas como produtoras de
fumonisinas®.

O F. verticillioides, principal espécie produtora de
fumonisinas, ocorre comumente no milho e em outros cereais
como, trigo, arroz e aveia. Essa espécie tem larga distribuicdo
nanatureza e ndo ocorre somente em zonas temperadas Umidas
e sub-Umidas, mas também, em zonas tropicais e subtropicais.

A “International Agency for Research on Cancer” —
IARC classificou as toxinas de F. verticillioides como
pertencentes a Classe 2B, possivel mente carcinogénicas aseres
humanos, embora ndo haja, ainda, evidéncias suficientes®.

A contaminagdo do milho recém-colhido por espécies
de Aspergillus e Fusarium tem sido um problema sério em
muitos paises. De acordo com estimativas do World Bank Report
— Investing in Health*, doencas causadas por micotoxinas
tendem a reduzir a expectativa de vida nos paises em
desenvolvimento. Tal fato enfatiza a importancia da
compreensdo da producdo de aflatoxinas e fumonisinas por
cepas de A. flavus e F. verticillioides, respectivamente, nos
campos de cultivo do milho.
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Devido aimportancia toxicol 6gica das micotoxinas, o
objetivo do presente trabalho foi verificar a producdo de
aflatoxinas e fumonisinas por cepas de A. flavus e F.
verticillioides, respectivamente, isoladas de amostras de solo
e graos de milho colhidos em diferentes fases de crescimento
da planta em duas regifes do Estado de S&o Paulo, Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Potencial toxigénico das cepas de A. flavus

AscepasdeA. flavus foram isoladas de 57 amostras de
milho (hibrido XL-251, sementes Braskalb) e 90 amostras de
solo provenientes das regi 6es de Capéo Bonito e Ribeir&o Preto,
Estado de Sao Paulo, no periodo de novembro de 1998 a abril
de 1999, conforme descrito em trabalho anteriormente
publicado®.

De cada cepa isolada dos gréos de milho e solo, foi
coletada, com o auxilio de uma al¢a de platina, um pequeno
fragmento da cultura de A. flavus mantida em tubo com agar
Sabouraud dextrose a 25°C. O fragmento da coldnia foi
inoculado no centro de uma placa de Petri contendo &gar coco
eincubado a25°C por 10 dias. Findo o periodo deincubagdo a
cultura foi analisada quanto a contaminagdo por aflatoxinas.
Asculturas em agar cbco foram extraidas, com cloroférmio (30
mL clorofrmio para 10g de cultura) e colocadas em agitacéo
por 30 minutos. O conteido foi filtrado em papel de filtro
Whatman n°1 e evaporado até asecura. O extrato ressuspendido
foi quantificado por cromatografia em camada delgada. A
confirmagéo daidentidade das aflatoxinas foi feita através de
derivagdo com &cido trifluoroacéti co®.

Potencial toxigénico das cepas de F. verticillioides

Conforme descrito em trabal ho anteriormente publicado,
as cepas de F. verticillioides foram isoladas de 57 amostras de
milho (hibrido XL-251, sementes Braskalb) e 90 amostras de
solo provenientes das regi 6es de Capéo Bonito e Ribeir&o Preto,
Estado de Sao Paulo, no periodo de novembro de 1998 a abril
de 1999

Foi inoculado, em erlenmeyer contendo 50g de arroz
esterilizado, 1 ml de suspensdo de esporos obtidos do cultivo
de cepasdeF. verticillioides em &gar Sabouraud dextrose a 25
°C. Oserlenmeyersforam incubados por um periodo de 15 dias
a 27 °C seguido por mais um periodo de 15 dias a 15°C. As
amostras de arroz foram submetidas a andlise para verificar a
contaminag&o por fumonisinas. Resumidamente, 10g dacultura
foram retiradas do erlenmeyer e 50 mL de umasolucéo 1:1 de
acetonitrila/dguaforam adicionados. A misturafoi agitada por
30 minutos. O extrato foi filtrado em papel defiltro (Whatman
n°1). 2 mL do filtrado foram adicionadosa5mL de aguadestilada
eamisturafoi submetidaaminicolunadetrocaibnicaVarian C-
18 (Varian, Harbor City, CA), precondicionada com 2mL de
metanol e 2 mL de &gua Milli Q (Millipore, Belford, MA). A
minicolunafoi lavadacom 2 mL deacetonitrila/agua (20:80) ea
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toxina eluida com 2 mL de acetonitrila/dgua (70:30). Apos a
eluicdo, o extrato foi recolhido em eppendorff earmazenado a
temperatura de congel amento até o momento da quantificacéo.

Umaaliquota de 50uL do extrato foi derivatizada com
200 ul de solucao deo-ftaldia deido (OPA) (40 mgde OPA, 1 mL
metanol, 5 mL tetraborato de sédio 0.1 M e 50 uL 2-
mercaptoetanal), einje¢des no cromatdgrafo liquido foram feitas
dentro de 2 minutos. As fumonisinas foram analisadas em
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu LC-10AD,
bomba e detector de fluorescénciaRF-10AXL ), usando coluna
5 0ODS-20 C; (150mm x 4,6 mm, Phenomenex - ultracarb).
Comprimentos de onda de 335 e 440 nm (excitac&o e emisséo,
respectivamente) foram utilizados. Como fasemove, foi utilizado
o sistemaacetonitrila: agua: acido acético (1:1:0,5), com vazado
de 1,0 ml/min., temperaturaambiente 22-23°C, etemperaturade
coluna 24°C. Essa propor¢do permitiu a obtencdo de presséo e
viscosidade de fase mével adequadas, com separacéo e tempo
deretencdo: t FB,= 8- 10 minutoset FB,= 22 - 24 minutos. Os
limites de detec¢do e quantificagdo do método foram de 15ng/
g e 50ng/g, respectivamente, tanto para fumonisina B, quanto
parafumonisina B,. A recuperaggo do método empregado foi
de 88% e 94% paraFB, e FB,, respectivamente, naconcentrago
de 50ng/¢°.

RESULTADQOS

De cada amostra de milho e solo onde foram isoladas
cepas de A. flavus e F. verticillioides, selecionou-se uma cepa

parateste de producdo de aflatoxinas e fumonisinas, totalizando
41 testes.

A andlise do potencial toxigénico das 14 cepas de A.
flavus provenientes de 57 amostras de gréos de milho e 90
amostras de solo das regifes de Cap&o Bonito/SP e Ribeiréo
Preto/SP, no periodo de novembro de 1998 a abril de 1999,
revelou a producdo de aflatoxinas por 13 cepas (92,9%). As
concentragbes variaram de 10,5 a482,6 ug/kg paraaflatoxinaB,
(AFB,)) ede2,9a132,5ugkg paraaflatoxinaB, (AFB,). Das 13
cepas produtoras, 12 (92,3%) produziram tanto AFB, quanto
AFB, e 1 (7,7%) produziu somente AFB, (Tabela 1). A
concentragdo mais elevadade AFB, e AFB, foi obtida da cepa
isolada na regi&o de Ribeirdo Preto na 32 coleta, periodo
correspondente a 75 dias apds a emergéncia da planta (Tabela
1.

A andlise do potencial toxigénico de 27 cepas de F.
verticillioides em 57 amostras de gréos de milho e em 90
amostras de solo, provenientes das regides de Capédo Bonito
e Ribeir&o Preto, no periodo de novembro de 1998 a abril de
1999, revelou a producdo de fumonisinas por todas as cepas
analisadas (100%), com niveis de concentracdo entre 0,1 e
4833,1 ug/g para FB, e 0,05 e 321,0 ug/g para FB,. Das 27
cepas produtoras, 1 (3,7%) produziu somente FB, e 26 (96,3%)
tanto FB, quanto FB,. As concentragdes mais elevadas de
FB, foram obtidas das cepas isoladas nas regides de Capao
Bonito (72 coleta) e Ribeirdo Preto (32 coleta), periodos
correspondentes a 135 e 75 dias apos a emergéncia da planta,
respectivamente (Tabela 2). A concentragdo mais elevada de
FB, foi obtidada cepaisoladanaregido de Ribeirdo Preto na

Tabela 1. Producéo de aflatoxinas por cepas de Aspergillus flavus isoladas de amostras de gréos de milho e solo das regifes
de Capéo Bonito e Ribeir&o Preto, no periodo de novembro de 1998 aabril de 1999.

N°da Regidode Estadio de Desenvolvimento Procedéncia AflatoxinaB, AflatoxinaB,

Cepa Plantio da Planta ua/kg ua/kg
1 B 8C Solo 260 239
2 RP A Solo 3070 1210
3 RP A Solo 2045 915
4 RP 12C Solo 2875 766
5 RP FC Solo 4826 1325
6 (03] 5C Milho 4386 174
7 B 77C Milho 1301 81
8 RP FC Milho 395 29
9 RP FC Milho 376 34
10 RP 42C Milho 2181 168
1 RP 42C Milho 2164 373
12 RP 5C Milho 105 ND
13 RP 62C Milho 2978 123

CB = Capéo Bonito, RP=Ribeirdo Preto ; A = antesdo plantio ; 12= 45 dias apds aemergénciadaplanta; 22 C= 60 dias apdsa
emergénciadaplanta; 32C= 75 dias ap6s aemergénciada planta ; 42 C= 90 dias apds aemergénciadaplanta; 52 C= 105 dias
apos aemergénciadaplanta; 62 C= 120 dias apds aemergénciada planta; 72 C= 135 dias apds aemergénciadaplanta; 82 C=
150 dias apbds aemergéncia daplanta (colheita), ND = aflatoxina néo detectada.
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42coleta, periodo correspondente 490 dias apds aemergéncia
daplanta(Tabela2).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados revelaram a producéo de aflatoxinas por
92,9% das cepas de A. flavus isoladas de gréos de milho e solo
emniveisquevariaram de 10,5a482,6 ug/kg paraAFB, ede2,9
a132,5 ug/kg paraAFB,, sendo que em 7,7% delas observou-
se somente a producdo de AFB, e em 92,3% a producéo de
AFB, e AFB, (Tabela 1). Achados semel hantes também foram
apontados por outros autores, estudando cepas de A. flavus

isoladas de graos de milho™8. Nesses trabalhos, os autores
verificaram aproducdo de aflatoxinas B, e B, por A. flavus em
76,1% e 72,9% das cepas isoladas de grdos de milho,
respectivamente.

No Brasil, cepastoxigénicasdeA. flavus e A. parasiticus
foram também isoladas de graos de milho. Asevedo et al.®
constataram que 39,4% das cepas de A. flavus, isoladas de
gréos de milho armazenados, foram produtoras de AFB, e que
100% das cepas de A. parasiticus foram produtoras de
aflatoxinas B, B,, G, e G,. Almeidaet al.*°, trabalhando com
gréos de milho recém-colhido, provenientes das regifes de
Assis, Capéo Bonito e Ribeirdo Preto, constataram que 60%
dascepasdeA. flavus isoladas foram produtoras de afl atoxinas

Tabela 2. Concentracéo de FB, e FB, em 27 cepas de Fusarium verticillioides isoladas de amostras de solo e milho das regiGes
de Capéo Bonito e Ribeir&o Preto, no periodo de novembro de 1998 aabril de 1999.

NUmero Regido de Estéadio de Material de FumonisinaB, FumonisinaB,
daCepa Plantio Desenvolvimento Procedéncia ug/g ug/g
daPlanta

1 B 5'Coleta Solo 01 005
2 (02] 4 Coleta Milho 334,0 45
3 (02] 5'Coleta Milho 124,7 07
4 (02] 6'Coleta Milho 1150 13
5 (02] T Coleta Milho 48331 1277
6 B 8 Coleta Milho 1723 23
7 RP 3 Coleta Solo ND 005
8 RP 5'Coleta Solo 6777 6,1
9 RP 6'Coleta Solo 523 06
10 RP 6'Coleta Solo 21908 211
1 RP A Milho 3840 22
12 RP A Milho 2834 47
13 RP 3 Coleta Milho 11049 40,7
14 RP 3 Coleta Milho 09 45
15 RP 3 Coleta Milho 47637 3009
16 RP 4 Coleta Milho 603 17
17 RP 4 Coleta Milho 339,7 106
18 RP 4 Coleta Milho 1585,6 462
19 RP 4 Coleta Milho 244750 3210
2 RP 4 Coleta Milho 19705 64,3
2 RP 5'Coleta Milho 1088,0 14,0
2 RP 5'Coleta Milho 30,30 03
23 RP 5'Coleta Milho 17704 412
24 RP 6'Coleta Milho 16778 364
:3) RP T Coleta Milho 5448 86
2% RP 7" Coleta Milho 9512 148
2 RP 7 Coleta Milho 1837,0 332

CB = Capéo Bonito , RP=Ribeirdo Preto; A = antesdo plantio ; 12= 45 dias apds aemergénciadaplanta; 22= 60 dias apos a
emergénciadaplanta; 32 =75 dias apds aemergénciada planta; 42= 90 dias apds aemergénciada planta; 5*= 105 dias apos a
emergénciadaplanta; 62= 120 dias apds aemergénciadaplanta; 72 = 135 dias apoés aemergénciadaplanta; 82= 150 dias
apos aemergénciada planta (colheita), ND = fumonisina ndo detectada.
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(615,0 ug/kg @30.750,0 ug/kg paraAFB, ede 11,0 ug/lkg a22,0
ug/kg para AFB,). Os niveis mais elevados de AFB,
comparativamente ao de AFB,, também confirma os achados
de outros pesquisadores "1,

Em relacéo a producéo de fumonisinas por cepas de F.
verticillioides, observou-se que a totalidade das cepas
avaliadas foram produtoras de fumonisinas (0,1 ng/g a43833,1
ug/g paraFB, €0,05ug/ga321,0 ug/g paraFB,). Taisresultados
sdo concordantes com os obtidos em outros trabalhos'®23,
nos quais a producéo de fumonisinas foi constatada em 100%
das cepasdeF. verticillioides. Convém salientar, que osniveis
obtidos de FB, no presente trabalho também foram similares
aos reportados previamente por Visconti e Doko™® que
observaram a producdo de fumonisina B, nas 41 cepas de
Fusarium isoladas de milho, em uma concentragdo que variou
de0,70a4100 pg/g.

As concentragOes mais elevadas de FB, em relacdo a
FB,, bem como aprodugdo de ambas astoxinas (FB, e FB,) por
96,3% das cepas F. verticillioides, também sdo observacfes
apontadas na literatura®?.

Outros autorestém relatado a producéo de fumonisinas
por outras espécies do género Fusarium, tais como: F.
proliferatum, F. napiforme, F. anthophylum e F. dlamini®,
Entretanto, F. verticillioides continuasendo aprincipal espécie
produtora de fumonisinas e aquela encontrada com maior
freguiénciaem gréos de milho recém-col hido e armazenado.

A concentracdo maiselevadadeAFB, foi obtidadacepa
de A. flavus isolada na 3? coleta em Ribeir&o Preto, enquanto
que aconcentragdo maiselevadade FB, foi obtidadacepadeF.
verticillioides isolada na 72 coleta em Capéo Bonito. Tais
resultados demonstram a falta de um padr&o de producéo de
aflatoxinas e fumonisinas no campo por cepasdeA. flavus e F
verticillioides, respectivamente. Como o potencial toxigénico
foi realizado sob condic¢des controladas de laboratdrio, fica
dificil de se avaliar quais os fatores que tiveram maior
envolvimento na producdo de micotoxinas por cepas de A.
flavus e F. verticillioides isoladas nos diferentes estédios de
desenvolvimento.

N&o existe trabalho em literatura que tenha avaliado o
potencial toxigénico de cepas fangicas isoladas de gréos de
milho em diferentes épocas de plantio. Chulze et a .*® analisaram
amostras de gréos de milho, provenientes daregido de Cérdoba
- Argentina, coletadas em diferentes estadios de
desenvolvimento da planta. Nesse trabalho os autores
verificaram elevada incidéncia de F. verticillioides e maior
producéo de fumonisinas aos 75 dias apos o florescimento da
planta, entretanto ndo verificaram o potencial toxigénico das
cepas de F. verticillioides.

Sabe-se que o desenvolvimento de fungos toxigénicos
e consequente producdo de micotoxinas sdo dependentes de
uma complexa série de fatores, como susceptibilidade do
substrato a colonizagdo do fungo produtor, fatores fisicos e
fatores biolégicos'®. No presente trabalho a produgdo de
aflatoxinas e fumonisinas por cepas de Aspergillus e Fusarium,

respectivamente, parece estar relacionada com a capacidade
genética do fungo em produzir micotoxinas, umavez que ndo
houveinfluénciado periodo deisolamento dacepanaproducéo
de micotoxinas pelas mesmas.

Fatores fisicos como, temperatura e umidade também
influenciam o crescimento fungico e aprodugéo de micotoxinas.
Osfungos que contaminam os graos se proliferam em teoresde
umidade acimade 13,5 %, sendo aatividade de &guaideal para
0 crescimento das principais espécies de fungos toxigénicos
acima de 0,768, Segundo esses mesmos autores 0s valores
minimos de atividade de agua para o crescimento de F.
moniliforme e producdo de fumonisinas sdo 0,87 e 0,90,
respectivamente e os valores minimos de atividade de &gua
para o crescimento de A. flavus e producéo de afl atoxinas séo
0,80 e 0,87, respectivamente. Segundo Lacey et al.V, tanto as
fumonisinas quanto as afl atoxinas sdo facilmente produzidas
guando cepas de F. moniliforme e A. flavus sdo cultivadas em
gréosdemilho a25°C.

Schindler et a.’®, observaram, em meio de cultura, a
producdo méaxima de aflatoxinas a 24°C, apos 5 dias de
incubacao. Verificaram, também, que o crescimento maximo para
este fungo foi obtido nas temperaturas de 24°C e 35°C.

Nelson et a.? também verificaram que a temperatura
6tima parao crescimento de Fusarium spp. € de 25°C, durante
odia, e 20°C durante anoite, emboraeste crescimento também
ocorraem temperaturas constantes entre 20 e 25°C, desde que
0s niveis de Aa sejam adequados.

A constatacdo de fungos toxigénicos no alimento ndo
significa, automaticamente, a presenca de micotoxinas no
mesmo, principalmente se estes fungos ndo estdo se
desenvolvendo mas, indicaque h4, potencialmente, o risco de
uma possivel contaminag&o por micotoxinas. Se este alimento
for, ainda, um bom substrato para produc&o de micotoxinas e
se osfatores abi 6ticos, principal mente umidade e temperatura,
forem adequados, os riscos dessa contaminagdo tendem a
aumentar.
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